Introduction
������ ������ �� ��� �� ��� ���� ������ ������������ �� w����. App��x������y 15% �� b����� ������ ����� b����� �� ��� ���p��-������v� b����� ������ (TN�C) ���up, �� w���� ������� ��������/p����������� ����p���� ��� HER2 �xp������� ��� b� d������d (1) . Sy������ ��������� ��� p������� w��� ���p��-������v� d������ �� �u������y ������d �� ����������py, ��d �u�v�v�� �� p������� �� ���� ���up �� p��� ���p���d �� p������� w��� ����� ������ �ub�yp��. �RCA1 �� k��w� �� b� ��v��v�d �� � �u�b�� �� DNA ��p��� p���w�y�, ����ud��� DNA d�ub��-�����d b���k (DS�) ��p��� ����u�� ��������u� �����b������� (HR) (2, 3) , �u������d� �x������ ��p��� (NER) (4) ��d b��� �x������ ��p��� (�ER) (5) . S��� TN�C� ���b�� d������ �� DNA d�ub��-�����d b���k ��p��� by HR, �u�� �� �RCA1 dy��u������, ��d ��� �yp���������v� �� ��� ����b����� �� p��y (ADP-��b���) p��y������ (PARP) (6) (7) (8) (9) . H�w�v��, BRCA-�u���� �u���� ��p������ ���y 2-3% �� ��� b����� ������� (10) ��d ���y 12.5% �� TN�C� (1), w���� ����� �������� ��� �����p�u��� u�����y �� PARP ����b���� ���������py. Cy����-d�p��d��� k����� 1 (CDK1) �� � ������ ��du����� �� ��� ���������� ��d ���������� p������ ����u�� ��������� ������� (11, 12) . P��v��u� ��ud��� ��v� ���w� ���� CDK1 ����v��y ���� �� ��� �b������ �xp������� ��� ��v��v�d �� ��� G2/M p���� ������ �� ���y �u��� �yp�� (13) , ��d ���� CDK1 ����b����� d�w����u����� �u�v�v�� ��d ��du��� �p�p����� (14, 15) . ����d��, CDK1 p���p���y����� BRCA1, and this is necessary for its ability to efficiently ���� �RCA1 ���� �� DNA d����� ����� ��d ���������� ����kp���� ����v����� (16) . T��������, CDK1 �� �����d���d �� �� ��p������ �����p�u��� ������ (15) . I� �� ��k��y ���� ��� reduced CDK1 activity may also sensitize BRCA-proficient �u��� ����� �� PARP ����b�����, ������������ ��� �x������� �� ��� �y������� ������ �����p�u��� �p���� �� � ������ p������ p�pu������. H��� w� ���w ���� ��� �y����x�� ������ �� CDK1 ��d PARP ����b�����, �d���������d �� � ��qu������ ���b���-���� �������, w�� �up����� �v�� PARP ����b����� ����� �� the MDA-MB-231 BRCA-proficient breast cancer cell line. Statistical analysis. A�� �xp�������� w��� ��p����d ����� �����. T�� ���u��� �� �u���p�� �xp�������� ��� ��v�� �� ��� ���� ± SE. S���������� ����y��� w�� p�������d u���� ��� ����������� ����w��� p��k��� SPSS 17.0. p-v��u�� w��� ����u-lated using a one way ANOVA test and a Student's t-test. p<0.05 was considered to indicate a statistically significant d���������.
The CDK1 inhibitor RO3306 improves the response of BRCA-proficient breast cancer cells to PARP inhibition

Results
Cell line subtypes. I�������y, w� u��d w������ b��� ����y� to confirm the characteristics of the four breast cancer cell lines. MCF-7 was identified as the luminal subtype, SK-BR-3 �� ��� HER2 �ub�yp�, ��d MDA-M�-231 ��d HCC1937 �� ��� ���p�� ������v� �ub�yp��. A�� ���� ����� �xp�����d CDK1 (F��. 1A). ����d��, HCC1937 ������ ���� MDA-M�-231 ������d BRCA1 ������� �u�������, ���b����� ��� 73-74���C �x�� (F��. 1�). Sensitivity to CDK1 inhibition. I� ��d�� �� �x����� w������ AZD2281 ���b���d w��� RO3306 w�� �up����� �v�� PARP ����b����� ����� �� ��� �RCA-p��������� b����� ������ cell line MDA-MB-231, we first determined the effect of RO3306 �� ��du����� �� ���� ��u��� ��d ��� GI50 v��u� �� 55.72 µM �� 48 � ��d 7.11 µM �� 72 � (F��. 3A). W������ b��� ����y��� �� d�������� ��� �RCA1 p���p���y������ ����u� �� S��1524 w�� p�������d �����w��� ��� 48-� ��������� �������. Up�� RO3306 ���������, S��1524 p���p���y������ levels decreased significantly in a dose-dependent manner (Fig. 3B) , confirming that the observed effect of RO3306 w�� ���������d w��� ����b����� �� ��� �������d �RCA1 p���-p���y������ ������ ���� ����� �RCA1. R�d51 ���� ��p������ � ��u���� ���p����� �� ��� HR ��p��� ��������y (17) ��d γ-H2AX �� �� ����y ���p���� ���k�� ��� DS� DNA d����� ��������� (18) . W� ����y�d p-�RCA1, R�d51, ��d γ-H2AX foci formation by immunofluorescence. After a 24-h treat-���� w��� 5 µM RO3306, d�������d p-�RCA1 ��d R�d51 ���� ��v��� ��d �� �������� �� γ-H2AX w��� ��u�d (F��. 3C). confirmed the specificity of the CDK1 inhibitors. In addition, �� ��du��d CDK1 ����v��y �������z�d ����� �� PARP ����b����� �����y ����u�� �RCA1 �b��������, CDK1 d�p������ ���u�d not sensitize BRCA1-deficient cells further. In the absence �� CDK1 ��RNA, �RCA1 d�p������ �������z�d MDA-M�-231 ����� �� AZD2281 �� � ������� d����� �� d�p������ �� CDK1. N� �u����� ��du����� �� ��� ����b����� �� v��b����y w�� �b���v�d ����� AZD2281 ��������� �� ����� ���� w��� d�p����d ��� b��� �RCA1 ��d CDK1 (F��. 4F ��d G). ���b���d ��������� �� 48 � (F��. 4�), w���� ��� �p�p����� ���� w�� 29.83±2.34% (F��. 5�). T��������, �� w�� ����������� �� ���� w������ ����� �yp�� �� ���� d���� w��� ��v��v�d. W� ��u�d ���� �����u�� ����� ������d w��� ��d�v�du�� d�u�� ���w�d � v��y ����� ���u�u������ �� LC3II ��d b����� 1, ����� ������d w��� RO3306 �����w�d by AZD2281 ��d � ������ b��d ��d������� �� �������� �� b��� p�������, ��d � ����������� P62 ��du����� (F��. 5E), ���w��� ���� ��� ���y AZD2281, bu� ���� RO3306 ��du��� �u��p���y ��d ���� ��� ���b������� �x����b���� ���� ������. T�� �xp��u�� �� RO3306, �����w�d by AZD2281, ����b���d AKT ��d �TOR p���p���y��-����, ��d������� ���� �u��p���y w�� �����y ��du��d by ��� PI3K/AKT/�TOR p���w�y ����b�����.
Compromising CDK1 and PARP activities induces cell
Compromising the CDK1 and PARP activities causes BRCA1 dysfunction and DNA damage. W� ��v��������d ��� ������ �� AZD2281 ��d RO3306 �� DNA d����� by �������� ��� R�d51 ��d γ-H2AX �� ���� w������ CDK1-����b���d ����� w�u�d b� �������v� �� PARP ����b����� ��������y �� �RCA1-d�������� �����. A� ���w� �� F��. 6A ��d �, BRCA1-proficient MDA-MB-231 cells were unable to form R�d51 ���� �� ���p���� �� RO3306 �����w�d by AZD2281 ���������, �� ���p���d �� ����� ������d w��� AZD2281 alone (p= 0.040) rather than RO3306 (p= 0.663), confirming ���� ��� ��������u� �����b������� d����� ���u���d �� u���-paired recombinogenic lesions and cell death. No significant d���������� �x����d �� ��� �u�b�� �� γ-H2AX ���� b��w��� ������� ����� ��d ����� ������d w��� AZD2281, �u�������� ���� AZD2281 ����� d�d ��� ��du�� DS�. I� ��������, ��� �u�b�� �� γ-H2AX ���� ��������d d����������y �� ����� u�d������� ��� ��qu������ ���b������� ��������� �� ���p���d �� AZD2281 (p= 0.001), a finding that was supported by Paull et al (19) , w�� ��p����d ���� γ-H2AX ���� �����d �������y �� ���p���� �� DS�� �� ��������� �����. W� �u����� ��������d ��� ��������� by ���w��� ���� �RCA1, p-�RCA1 ��d CDK1 �xp������� d�������d up�� RO3306 �����w�d by AZD2281 ��������� (F��. 6C).
Discussion
T�� ��udy �� ��� �����u��� �ub������� �� b����� ������ �u������ ���� ���������� ���u�d b� �������d ���� �������v��y �� ��p��v� �u������. Cu������y, � ��j�� ��������� �� �� �d��-���y �u�� ������� ��d ���� �������v� �����p�u��� �������� ��� TN�C�. BRCA1 �� ��� �� ��� �����y p�������� b����� ������ susceptibility genes, and the BRCA1 protein fulfills numerous �u�������, ��� b��� ����������z�d ��� b���� ������d �� ��� ���� �� ��������u� �����b������� du���� DNA ��p���, ��������� ����d�����, DNA d�����������, ��������p������ ���u������ �� ��� �������� ����p���, ���� �y��� ����kp���� ������� ��d ub�qu��y������ (20, 21) . BRCA1 �u������� �������� ��� b����� ������ ���k (22) .
PARP� ��� ���b��� �� � ����� �����y �� �u����u�������� ��zy��� ���� p��y � k�y ���� �� DNA ������-�����d b���k ��p��� ����u�� �ER (23) . I� ��� �u����� ��udy, w� ����b�����d that a BRCA1-deficient rather than a BRCA1-proficient cell ���� w�� �������v� �� AZD2281. M��������� �� �xp���� ���� �b���v����� ����ud� d������ �� DNA ��p��� p���w�y� ��v��v�d �� HR. BRCA1 ����-���� �u������ �������� �������y d�v���p DNA ��p��� d������ ��d, ���������, ����� ����� ��� sensitive to PARP inhibitors (6). However, BRCA1-deficient b����� �u���� ��� ���� (24), w���� ����� �������� ��� �pp����-���� �� PARP ����b���� ���������py. ����u�� PARP p��y� � ��j�� ���� �� ��� �ER, w� �yp������z�d ���� ��� ����b����� �� ������� ������, w���� �� ��d��p����b�� �� HR, ��y ��� �y���-���������y w��� PARP ����b�����.
CDK1, � p������ ���� �� ��������� ��� �u���p�� ���p� �� y���� HR (25) , ���� �� � ���� ���p����� �� ��� ���� �y��� ��������y ��d ����� ���p��x�� w��� �y����� �� p������ ���� �y��� p���������� (12) . G������ �b������ �� ��� �����p���� CDK� (CDK2, CDK4 ��d CDK6) d��� ��� ���u�� �� ���� �y��� d������ �� ���� ���� �yp��, w���� CDK1 d������� ��u��� ���� �y��� ������ ��d p��v���� ��b�y�� ���� d�v���p��� b�y��d ��� �w�-���� ����� (26) . J������ et al (16) ��p����d ���� CDK1 �� ��������� ��� ���� d�v����� ��d CDK1 ����b����� �� �u�� ������ ����� ��du��� ��� ��������� �� �RCA1 ���� ��d �������z�� ������ ����� �� DNA d������� ����������. I� �� ��k��y ���� ��� ��du��d CDK1 ����v��y ��y ���� �������z� ����� �� PARP ����b����� by d���up���� �RCA1 �u������ �� ����� ������ �����.
W� �b���v�d ���� w��� PARP w�� ����b���d �����, ��� GI50 �� AZD2281 w�� �v�� 100 µM �� MDA-M�-231 �����, a finding supported by Lehmann et al (27) . H�w�v��, PARP ��d CDK1 ����b����� �������� ��du��d ��� GI50 d����������y. T� �u� k��w��d��, ��ud��� �� ��� �����u��� ���������� �� PARP ����b����� ��� ������d (28) , b���u�� ���� ��ud��� ���u��d �� ����������z��� ��� DNA d����� ���p���� d������ ��d �� ����u���� PARP ����v��y (29, 30) . N� pub�����d ��p���� ��v� ���w� ���� PARP ����b����� ���d� �� ���� d���� ����u�� �p�p����� �� �RCA-p��������� b����� ������ �����. T� ���� ���� ������� ���� ��� �x��� �����u��� ���������� ��v��v�d �� d��������� v��b����y �����w��� ���������, w� ��v��������d ��v���� ��p���������v� �p�p����� ���k��� ��d ��u�d ���� PARP ����b�-���� ��u��� �p�p�����. T�� G2/M p���� w�� ���������d w��� DNA �y������� ��d ��� ������� p��p������� p����d, w���� p��y� � ��u���� ���� �� ���� �y��� p���������� ��d ��� ���u�u������ �� ����� �� ��� G2/M p���� ���u��� �� ���� d����. C��������� w��� I�b��-R�z����� et al (31) , w�� ���w�d ���� PARP ����b����� p������� ���� �y��� ������ �� ��� G2/M p���� �� b����� ������ ���� ����� ���k��� BRCA1 �u������� (MCF-7 ��d MDA-M�-231), w� �b���v�d ���� AZD2281 ��u��d G2/M p���� ������. T��� ��� b� �xp�����d by �� ����b����y ������ ���� PARP �x���� �� k����� (ERK)-d�p��d��� k����� �����d�� ���u����d by �x���-����u��� �������, ��d ��� ���u����� d������� �� ��� p��p������ �� pu����v� ������ ���� ����� (27) ��d ��� ����b����� �� ������ �����du����� p���w�y� ��v��v��� ���� �y��� p������� (�y�����, p21, CDK1). O� ��� ����� ���d, by u���� ��� CDK1 ����b���� RO3306, w� ���� ���w�d ���� G2/M p���� ������ ��d �p�p����� ���u� �� MDA-M�-231 �����, ��� ���d��� w�� �upp����d by P�y��� et al (32) w�� ��u�d ���� CDK1 �xp������� w�� ��qu���d ��� ������������ ��d b����� �u��� ���� p������������ ��d CDK1 �upp������� d�������d ��� S p���� w���� ���k�d�y ���������� ��� G2/M p����, ��u� �u��� ����� ������d w��� CDK1 ����b����� ���w�d �� �v����� d������� �� ���� p������������ ��d �p�p�����.
W� ���� ��v��������d ��� u�d���y��� ���������� by w���� CDK1 ����b����� �������z�d ����� �� PARP ����b�����. F����, MTT ���w�d ���� RO3306 �����w�d by AZD2281 ��������� ����b���d ��� ���w�� �� MDA-M�-231 ����� �� � ����-��d d���-d�p��d��� ������, w��� ��� ���b������� ������ �y���-������. W� �ub��qu����y ������d MDA-M�-231 ����� w��� ��� two compounds in sequential combination for flow cytometry ��d �x�����d ��� ���y ��� dy����u������ �� ��� G2/M p���� ������ bu� ���� ��� ��������d p��p������ �� �p�p����� �����. T�� ��������d���-��������d ���� d���� p���w�y p��y� �� ��p������ ���� �� ���������� �p�p����� �� ���p���� �� ����u�� (33) ��d our data confirmed this. Autophagy is a lysosomal degrada-���� p���w�y ���� �� ��������� ��� �u�v�v��, d�v���p���� ��d ����������� (34) . I� w�� p��v��u��y ��p����d ���� �u��p����� ���� d���� ��� b���������� ��d ���p��������� ����u��� d������u������ �� ���� �p�p����� ��d ���� ���� ������ ����� ��u�d u�d���� �u��p���y �����w��� ������ �����py (35) . W� �xp����d b��� RO3306-��d AZD2281-��du��d �u��p���y, w���� w��� ���������� w��� ��� p���� ��ud���, �����u�� ��� �x��� ��������� ��qu���� �u����� ��v����������. Fu���������, AZD2281 ���b���d w��� RO3306 ��u��d d������� DNA d����� ��������d by R�d51 ��d γ-H2AX. T�� �xp�������� �b�v� ��k�� �������� �u������d ���� ��� �y����x�� ������� �� ��� ���b���d ����b����� w��� �����v�d ����u�� ��� ���u�u-������ �� DNA DS��, �����by b���k��� ����� �� G2/M ��d ���d��� �� ���� d����.
I� �u����y, w� ��v� u��d �������d k����� ����b����� �� ������v��� �RCA1, ��p��� ��� ��������u� �����b������� DNA repair, and selectively improve the BRCA-proficient b����� ������ ���� ���� MDA-M�-231 �� PARP ����b�����. A���y��� �� CDK1-��d����d p���p���y������ �� �RCA1 �u������ ���� � ��du����� �� ��� CDK1 ����v��y by ����� ����-�u�� ����b����� ��p��v�d ��� ���p���� �� PARP ����b����� in vitro, ��d ���v�� �� � �u�d� �� ��������� ���� �� �ub�������� �����u��� ����v��y in vivo. T�� d��� �dd �ub���������y �� �u� u�d������d��� �� ��� ����� ���� CDK1 ��d PARP p��y, ��d �upp��� ��� �������� d�v���p���� �� ��� ���b���d ����b�����. T��� �pp����� �v��d� ��� u�� �� DNA-d������� �����-�����p�u��� d�u�� w��� ����u��� ��x����y, �����by p��v�d��� ��� p�������� �� �x���d w���-��������d PARP ����b����� �� �������� BRCA-proficient breast cancers in the near future.
